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The objective of this study was to produce and partially purify Malleo-protein from
Burkholderia mallei samples isolates from Equidae in Brazil with potential for use in the
diagnosis of glanders. The strain B. mallei phenotypically characterized and proven viru-
lent was inoculated into broth Dorset-Henley to grow and metabolize. The proteins were
separated by trichloroacetic acid precipitation and amonium sulfate precipitation. The PPD
mallein was concentrated 1.0mg/mL and biologically tested in guinea pigs. It was effecti-
ve in the development of delayed-type hypersensitivity and consequently to identify true-
-positive animals and to exclude of true negatives. There is the possibility for potential use

in the glanders diagnosis in Equidae.
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RESUMO.- Objetivou-se com este estudo produzir e purificar
parcialmente a PPD-maleina a partir de amostras de Burkhol-
deria mallei isoladas de equideos no Brasil com potencial
para uso no diagnoéstico do mormo. As linhagens de B. mallei
fenotipicamente caracterizadas e de viruléncia comprovada
foram inoculadas em caldo Dorset-Henley para crescer e me-
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tabolizar. Em seguida, as proteinas foram separadas por pre-
cipitagdo com 4cido tricloroacético e precipitadas com sulfato
de amonia. As PPDs-maleinas foram concentradas em 1,0mg/
mL e na avaliagdo realizada em cobaios foi eficaz no desen-
volvimento da hipersensibilidade do tipo tardia e consequen-
temente na identificacdo de animais verdadeiro positivos e
exclusdo dos verdadeiro negativos, sendo uma possibilidade
em potencial para utilizacdo no diagndstico do mormo.

TERMOS DE INDEXACAO: Maleiniza¢do, mormo, Burkholderia
mallei, diagndstico, PPD-maleina.

INTRODUCAO

0 mormo é considerado a principal doenga bacteriana dos
equideos, sendo transmissivel ao homem e a outras espé-
cies animais. Registrada sua reemergéncia no Brasil (Mota
et al. 2000), atualmente a doenca constitui um sério pro-
blema sanitario para os equideos das regides Norte e Nor-
deste do Pais (Mota et al. 2005, Brasil 2008).

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
do Brasil (MAPA) indica o diagndstico oficial da doen¢a em
equideos, a técnica de Fixagdo do Complemento (FC) como
teste de triagem e a maleinizagdo para confirmar os casos
positivos ou inconclusivos na FC (OIE 2008).
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A FC possui o entrave da padronizagio insuficiente do
antigeno que pode comprometer a qualidade do teste (Ver-
ma et al. 1990, Naureen et al. 2007), conduzindo a limita-
¢des quanto a especificidade e sensibilidade da técnica e
alguns autores questionam sua eficacia e aplicabilidade
(Neubauer et al. 2005, Naureen et al. 2007). Outra limita-
¢do esta relacionada aos soros de muares, asininos e éguas
prenhes que devem ser inativados para evitar atividade
anticomplementar. Esses fatores sdo limitantes a exequibi-
lidade do teste uma vez que inviabiliza a amostra e requer
uma nova coleta de soro (Brasil 2004).

A maleinizag¢do utiliza como reagente um derivado pro-
téico purificado (PPD-maleina) maleina que se encontra
disponivel comercialmente. Consiste em uma solucdo de
fracdes protéicas de B. malei soliveis ativamente produ-
zidas durante o crescimento bacteriano em meio liquido e
tratadas pelo calor. O ensaio se baseia na detec¢do da rea-
¢do de hipersensibilidade do tipo IV ou Tardia (HTT) nos
equideos infectados (OIE 2008).

De acordo com Verma et al. (1994) e Neubauer et al.
(2005), a maleinizagdo utilizando a PPD-maleina é a téc-
nica de maior especificidade quando comparado a outras
técnicas de diagnéstico do mormo. Entretanto o maior en-
trave para a utilizacdo da maleinizacdo em alta escala é a
dificuldade na aquisicdo e o valor do imunégeno importa-
do, limitando o seu uso na elucidacao dos casos suspeitos
e positivos.

Objetivou-se com esse estudo produzir, purificar e ava-
liar a PPD-maleina a partir de amostras bacterianas isola-
das no territério nacional com potencial para uso no diag-
noéstico do mormo.

MATERIAL E METODOS

As amostras de Burkholderia mallei foram obtidas a partir do
conteudo purulento de nédulos cutdneos de equideos com diag-
nostico clinico e sorolégico positivo para o mormo nos estados de
Pernambuco e Alagoas, Brasil. Para o isolamento bacteriano, as
amostras clinicas foram semeadas em placas de Petri contendo
agar base enriquecido com sangue de ovino. Em seguida as pla-
cas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas
(OIE 2008). As colonias bacterianas com caracteristicas morfold-
gicas semelhantes a B. mallei foram confirmadas por caracteriza-
¢do fenotipica e molecular (Burtnick et al. 2002, Mota et al. 2005).

Foram produzidas, a partir das amostras de B. mallei identifi-
cadas, duas PPDs-maleinas, sendo a primeira a partir da estirpe
de B. mallei isolada no estado Pernambuco e a segunda a partir
da amostra proveniente do estado de Alagoas. Para a produgdo da
PPD-maleina, as amostras foram ressuspendidas em solugao salina
(0,85%) e inoculadas em meio Dorset modificado. Posteriormen-
te, o meio foi incubado a 37°C sob agitacdo durante oito semanas.
Apés o periodo incubacdo, realizou-se a esterilizagdo em banho-
-maria a 100°C por trés horas e em seguida filtrado em membrana
(0,2pum) para remover as células bacterianas e substancias gros-
seiras. Obteve-se a maleina por meio da precipitagdo e purificacdo
acida, utilizando-se 4cido tricloroacético e sulfato de amonia

A maleina concentrada foi centrifugada e o sobrenadante dilu-
ido em igual quantidade de solugdo tampdao de glicose. A PPD-ma-
leina de concentragdo conhecida foi entdo colocada em ampolas
esterilizadas e resfriadas (Verma et al. 1994, OIE 2008).

Foram utilizados trés momentos para monitorar a concentra-
¢do de proteinas no processo de produgido da maleina. 0 momento
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um ocorreu apo6s a esterilizagdo e filtragdo do liquido metabdlico;
as amostras para compor o momento dois foram obtidas apds a
precipitacdo e lavagem das proteinas e o momento trés foi rea-
lizado depois de concluida a purificagdo parcial da PPD-maleina.

Para dosagem das proteinas utilizou-se o Kit de andlise de
proteinas totais (Proteinas Totais - Bioquimica Clinica Doles) e a
leitura foi realizada em espectofotometro (Biochrom - libra S32).
A concentracgdo do produto final da maleina foi ajustada de acordo
com o preconizado pela OIE (2008) para utilizacdo no teste de
diagnostico.

Realizou-se eletroforese em SDS-PAGE do extrato protéico de
B. mallei utilizando-se gel de poliacrilamida para eletroforese sob
condi¢cdes desnaturantes, conforme descrigdo de Laemmli (1970).
Para tal foi utilizado sistema de eletroforese miniVE (Amershan
Biosciences). As condigdes para corrida foram 80 V sob ampera-
gem constante por aproximadamente 1 h. Apés a corrida eletro-
forética o gel foi corado com Coomassie blue para a visualizagio
das bandas protéicas.

Para controle do produto cada lote de maleina foi testado
quanto a seguranga, esterilidade e poténcia. As preparacgdes con-
tendo o fenol como conservante foram padronizadas na concen-
tragdo de 0,5%.

Avaliou-se a poténcia das PPDs-maleinas em 20 cobaios (Ca-
via porcellus) sensibilizados (G1) por via sub-cutdnea com 0,1ml
do antigeno inativado de B. mallei (concentragcdo de 5Smg/ml). Os
animais foram mantidos durante 30 dias sob idénticas condi¢des
de ambiente e nutri¢do para posterior avaliagdo da PPD-maleina.

Colheu-se o sangue dos cobaios antes da maleinizacdo para
confirmar o desenvolvimento da resposta imune adquirida fren-
te a bactéria inativada, através da prova sorolégica de fixagcdo do
complemento.

Os animais foram tricotomizados na regido intercostal direita
e esquerda onde foram inoculadas a PPD-maleina 1 (flanco es-
querdo) e PPD-maleina 2 (flanco direito). Inoculou-se 0,1ml da
maleina teste por via intradérmica e a comprovacdo da inoculagio
foi feita por meio da observagao da formacdo de papula intradér-
mica.

A seguranca da PPD-maleina foi avaliada em outro grupo de
20 cobaios (G2) ndo sensibilizados com a bactéria. Esses animais
também foram inoculados com 0,1ml de cada PPD-maleina por via
intradérmica, utilizando-se o mesmo procedimento empregado no
G1. Os animais foram identificados pela sigla “C” (cobaio) seguida
pelo nimero do animal e o lado da inoculagdo “E ou D” (esquer-
do e direito), para posterior avaliacdo da reagdo alérgico-cutanea
(Verma etal.,, 1994). Todos os procedimentos de avaliacdo da PPD-
-maleina quanto a esterilidade, seguranca, poténcia, concentragdo
do conservante seguiram as recomendagdes da OIE (2008).

As areas de aplicagdo foram avaliadas as 24, 48 e 72 horas ap6s
a inoculagdo, medindo-se o didmetro transverso da area inflama-
toria palpavel. O local de aplicagdo das maleinas foi avaliado quan-
to a consisténcia, presenca e dimensdo do edema, sensibilidade a
palpacdo e aumento da temperatura local. Observou-se também o
estado geral do animal, anotando-se os achados clinicos.

Foram colhidos fragmentos de pele dos cobaios do G1 e G2
que foram fixados em solugdo de formol tamponado a 10%. Esse
material foi clivado, processado rotineiramente e incluidos em
parafina. Em seguida foram realizados cortes histopatoldégicos de
aproximadamente S5pm de espessura e as laminas confeccionadas
e coradas pela hematoxilina e eosina para posterior analise his-
tologica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias identificadas apresentaram perfil fenotipico e
genotipico que permitiu classifica-las como Burkholderia
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mallei, com caracteristicas idénticas as observadas ante-
riormente por Yabuuchi et al. (1992), Mota et al. (2005),
Silva et al. (2008, 2009).

Quanto a dosagem das proteinas observou-se que du-
rante o processamento das amostras, a concentra¢do pro-
téica aumentou gradativamente nas duas PPD-maleinas.
De acordo com Amemiya et al. (2007), Al-Ani & Roberson
(2007), a PPD-maleina deve ter concentragao de proteinas
ajustadas para uso na maleinizac¢do nio inferior a 0,95mg/
ml e ndo mais que 1,05mg/ml. Ap6s a producido das PPDs-
-maleina estas foram ajustadas para 1,0mg/ml, de acordo
com recomendacdo da OIE (2008).

A precipitacdo e separagdo das proteinas com acido
tricloroacético associado ao sulfato de amdnia proporcio-
naram a obteng¢do de um produto final de alto valor ma-
leinogénico. De acordo com Verma et al. (1994) e Naureen
et al. (2007) o processo de precipitacao e separacdo induz
a producio e isolamento de proteinas ativas de alto peso
molecular que sdo responsaveis pela poténcia da reacao de
maleiniza¢do sem efeitos colaterais e inespecificos, ao mes-
mo tempo em que a presenca de proteinas de peso molecu-
lar menor é minima e essas ndo produzem reagdo no teste
de diagnéstico.

No gel de SDS-PAGE foi identificada uma proteina de
aproximadamente 36kDa presente em grande quantidade
no extrato (Fig.1), confirmando a presenca da proteina pu-
rificada. Varios antigenos tém sido utilizados para diagnés-
tico da infec¢do por B. mallei, sendo estes principalmente
polipeptideos (Wuthiekanun et al. 2002, Tyawisutsri et al.
2005). O perfil eletroforético do extrato obtido neste estu-
do esta, em relacdo ao peso molecular, dentro do parametro
encontrado nos extratos com alta imunogenicidade relacio-
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Fig.1. Perfil eletroforético em SDS PAGE de extrato proteico de
Burkholderia mallei (maleina), onde: M = Marcador de massa
molecular (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-
rad); 1 = 10uL de extrato proteico de B. mallei.

nados a B. mallei que ficam entre 26kDa e 48kDa (Verma
et al. 1994, Anuntagool & Sirisinha, 2002), implicando na
possibilidade de éxito quando utilizado como antigeno em
testes de diagnostico.

A capacidade de produzir extratos de elevada imunoge-
nicidade esta relacionado a viruléncia da cepa de B. mallei
utilizada. Um conjunto de 15 genes plasmidiais para produ-
¢do de proteina capsular esta relacionado a viruléncia de B.
mallei e a inibicdo destes genes ddo origem a cepas aviru-
lentas (Schell et al. 2007). Estudos futuros sdo necessarios
para caracterizar essa proteina, bem como determinar seu
potencial imunogénico através de immunobloting.

De acordo com Schell et al. (2007) um grupo de prote-
inas (Hcp-family), produzidas apenas durante a infecgdo
natural e que estdo relacionadas a viruléncia bacteriana
podem ser detectadas por anti-soros de cavalos, humanos e
camundongos infectados. Na andlise isolada desta proteina
em SDS-PAGE foram observados polipeptideos de aproxi-
madamente 22 kDa que estdo abaixo do produto encontra-
do neste estudo.

Os cobaios sensibilizados com B. mallei apresentaram
anticorpos fixadores do complemento apés 30 dias de ino-
culacdo confirmando a infeccdo. As duas proteinas (PPD)
produziram reagdo intradérmica através da producio de
edema no ponto de inoculagdo e em areas adjacentes, au-
mentando de intensidade em 24 horas e atingindo pico
maximo em 48 horas, periodo padrao para observacao da
reacao na maleinizacdo (Fig.2). Ap6s 72 horas o edema
proveniente do indculo reduziu gradualmente. O padrao de
reacdo a PPD-maleina foi homogéneo em todos os cobaios
utilizados no teste de poténcia do produto; o edema foi per-
sistente e ndo transitério, indicando a reagdo verdadeira
positiva de acordo com a OIE (2008).

Verma etal. (1994) e OIE (2008) relataram que as PPDs-
-maleinas purificadas parcialmente podem ser amplamen-
te utilizadas no diagnéstico do mormo devido a sua alta
atividade maleinogénica. O teste intradérmico da maleina
tem valor preditivo positivo de 92% nas infec¢des agudas e
valor preditivo negativo de 96% nos casos cronicos, sendo
a especificidade maior que a sensibilidade. A exclusdo das
reacoes falso-positivas é uma das vantagens da técnica (Al-
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Fig.2. Avaliagdo das reagdes imunoalérgico-cutaneo resultantes
das inoculagdes intradérmicas de PPD-maleina 1 e PPD-ma-
leina 2 em cobaios. LE = lateral esquerda; LD = lateral direita;
mm ="milimetros.
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-Ani & Roberson 2007), podendo a eficacia do teste variar
proporcionalmente ao isolamento e purificacdo dos anti-
genos usados no kit de diagnéstico (Naureem et al. 2007).
Casos muito avangcados de mormo em cavalos podem pro-
duzir anergia ao teste e casos agudos em muares também
podem proporcionar resultado ndo conclusivo necessitan-
do o emprego de métodos adicionais de diagndstico (Gre-
gory & Waag, 2009).

A capacidade na detecg¢do da resposta imune celular da
PPD-maleina produzida foi satisfatéria quando avaliada
biologicamente. Achados semelhantes também foram ob-
servados e descritos por Verma et al. (1994) com a PPD-
-maleina Indiana e Holandesa.

No G2 utilizado para avaliar a seguranca das duas male-

inas nao foram detectados anticorpos no teste de fixacdo do
complemento antes da aplicagdo da maleina, assim como
auséncia de reacdo inflamatéria em 24 e 48 horas apos a
inoculagdo da PPD-maleina 01 e PPD-maleina 02, caracteri-
zando a seguranca e auséncia de reagdes falso-positivas. De
acordo com a OIE (2008) para a maleina ser segura e nao
produzir resultados falso-positivos, o edema resultante do
indculo em cobaios ou equideos nao-infectados deve ser
minimo ou dificilmente detectavel e transitério sem qual-
quer sinal de reacgdo positiva.

As PPDs-maleinas foram avaliadas durante o processo
experimental quanto a esterilidade, comprovando-se a au-
séncia de contaminacdo do produto inoculado nos animais.
Nao houve efeito colateral a inoculagdo do imunégeno nos
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Fig.3. (A) Trombo e fibras musculares necréticas com discreto infiltrado mononuclear na pele.

s oL 7

HE,o0bj.20x. (B) Pele com area localmente extensa de ulceragdo da epiderme e restos necroticos,
limitada por infiltrado inflamatdrio predominantemente neutrofilico na derme profunda e sub-
cutaneo. (D) Pele apresentando area localmente extensa de ulcera¢do da epiderme com restos
necrdéticos e infiltrado de neutéfilos aglomerados na derme profunda e subcutaneo. (E) Pele com
abscessos no subcutaneo. (F) Pele integra com abscesso no subcutaneo. HE, obj.20x. (G) Pele
ulcerada com acentuada presenca de infiltrado de neutrdfilos na derme superficial e profunda.

Pesq. Vet. Bras. 34(1):57-61, janeiro 2014



Produgdo e purificagdo parcial de PPD-maleina para diagnéstico do mormo em equideos 61

cobaios do G2, confirmando a inocuidade do produto (Ulri-
ch & Deshazer 2004, Mota et al. 2008).

Os achados histopatoldgicos foram semelhantes para
ambas as PPDs-maleinas, ndo havendo diferencas macro e
microscépicas significativas. Nos animais do G1, as lesdes
foram caracterizadas por dermatite ulcerativa e absceda-
tiva, aguda, multifocal a localmente extensa, acentuada,
associada a trombos, paniculite e necrose de fibras mus-
culares esqueléticas adjacentes. Entre as fibras necroéticas
observou-se também infiltrado mononuclear (Fig.3). A
reacdo inflamatéria variou de moderada a acentuada de
acordo com a gravidade do processo e sempre acompanha-
da por ulceragido da epiderme. De acordo com Danneberg
(1992), os eventos de HTT sdo importantes na defesa do
hospedeiro, no entanto podem produzir necrose tecidual e
a principal caracteristica é o desenvolvimento do processo
inflamatério mediado por linfocitos TCD4+ e a formagédo de
infiltrado mononuclear que neste caso se comporta como a
principal célula apresentadora de antigeno bacteriano para
o linfécito.

Confirmou-se o desenvolvimento da HTT através da ob-
servacdo do infiltrado mononuclear na area do edema em
todos os animais G1 quando comparado aos animais do
G2 que nao apresentaram tal reacdo tecidual. Esses acha-
dos histopatoldgicos constituem um dado importante para
confirmar a resposta imunolégica celular adquirida.

CONCLUSOES

O processo utilizado para a produgao, precipitacdo e
purificagdo parcial da proteina, permitiu a obten¢do de um
produto com propriedades imunogénicas.

Os testes biolégicos de avaliagdo da resposta imune
celular demonstram que as duas PPD-maleinas testadas
produziram reagdo positiva no teste intradérmico, identifi-
cando os animais sorologicamente positivos e excluindo os
verdadeiramente negativos.

O presente estudo atinge seu objetivo principal de pro-
duzir um reagente com potencial de uso no diagndstico do
mormo a partir de proteinas purificadas e derivadas de
Burkholderia mallei isoladas no territdrio nacional.
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